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Cat plasma proteins were separated by micro two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (M 2 D-PAGE) and some protein spots were detected under the lgG spots, these
spots were fわund out 10 individuals in about 400 cat plasma samples.
These spots were identified the fibrinogen used by immunoelectrobloting on isoelectrofbcuslng,
and more observation in first dimension is narrow pH range at 5-7, fibrinogen was showed 4 or 5
spots, and contained SDS-M 2 D-PAGE was showed one offibrinogen polypeptide spot detected
near the lgG heavy chain.
筆者らは､ネコの血液について､遺伝標識の検索や疾病との関連を探る目的で､各種電気泳動法を
用いてタンパク質マップ､パターンを検討している1-4)｡
今回､ミクロ2次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動法により､血柴の免疫グロブリン(Ig) Gの
下の低分子領域に濃染されたタンパク質スポットに個体による有無を見出した｡そこで､このタンパ
ク質スポットについて､若干の検討を行ったところ､血液凝固第1因子であるフイブリノ-ゲンで
あったので､フイブリノ-ゲンのミクロ2次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動でのスポットパタ
ーンを詳細に観察した｡
実験材料および方法
動物病院に､疾病等の治療に来院した家ネコの臨床検査後の血柴を､ -30℃に凍結保存したもの
を試料として用いた｡
電気泳動法は､ミクロ2次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動(以下M2D-PAGE)を行い､真
鍋らの方法を若干変更して実施した5､6)｡また､等電点電気泳動(以下IEF)は､ pHレンジ5-8で
泳動し､泳動終了後のゲルにセルロースメンブレンを密着し､タンパク質を転写し､抗ヒトープラス
ミノーゲン血清および抗ヒトーフイブリノ-ゲン血清を用いて､免疫検出法を実施した｡
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実験結果および考察
1. M2D-PAGEでのネコ血費タンパク質マップの観察
ネコ血柴をミクロ2次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動したところ､図1に示すとおり血柴の
タンパク質マップが観察され､特に図右の個体は免疫グロブリン(Ig) Gの下に通常検出することの
出来ないタンパク質スポット群を見出した｡これらのタンパク質スポット群について､ M2D-PAGE
で真鍋の示している生理的条件でのヒトの血渠タンパク質マップを参照すると7･8)､これらのスポッ
ト群は､プラスミノーゲンの可能性が考えられた｡
2.等電点電気泳動での観察
図1.ネコ血費タンパク質マップ
1次元目: pH3.8-8.5､
2次元目:ゲル濃度6-13%
ネコ血楽をpHレンジ5-8で等電点電気泳動した後に､免疫的にプラスミノーゲンの検出を試み
たところ､図2に示すとおり､バンドパターンに個体差を示すものの全ての個体に多数のバンドを
見出すことが出来たので､ M2D-PAGEで検出したタンパク質スポット群とは異なると判断された｡
図2.ネコ血祭プラスミノーゲンの検出
pH 5-8の等電点電気泳動
抗ヒトプラスミノーゲン血清でプラ
スミノーゲンを検出､活性､バンド
数に個体差が見られるが､模査全例
にバンドが観察された｡
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そこで､教科書などで検討し9,10,ll)､血嚢フイブリノ-ゲンの可能性が出て来たので､抗ヒトーフ
イブリノ-ゲン血清を用いて検出したところ､図3に示すとおり､ M2D-PAGEでIgGの下にタン
pH5-8の等電点電気泳動､抗ヒトフ
イブリノーゲン血清で検出､左から
1､2､3､ 6､ 7､ 8､ 9､ 12､ 16番目
の9個体にフイブリノーゲンを検出
した｡
12番目は､活性がやや低い感がある｡
図3.ネコ血祭フイブリノーゲンの検出
バク質スポットを示した個体に､フイブリノ-ゲンのバンドを検出できた｡しかしながら､血液凝固
因子のフイブリノ-ゲンなら供試した約400例のネコ血柴の全例に検出されるべきなのに､高活性
のフイブリノ-ゲンを示したのは､僅か10例に過ぎず､ 9例は雑種で､ 1例はシアメーズであった｡
これら10例は､外傷による化膿､去勢のための術前検査､口内炎､尿結石､骨折､耳血腫などであ
り､教科書的には､確かにフイブリノ-ゲンの増加する症例として､骨折､膿壕､腹膜炎､膿胸､糸
球体腎炎､炎症性疾患と記述があるので､今回､フイブリノ-ゲンを検出できた個体は､特に高い活
性を有していたと考えるのが妥当であると考え得ても良いようである｡そして､他の血饗については､
活性が不十分であったと考えて良いようである｡
3. M2D-PAGEによる詳細なフイブリノ-ゲン像の観察
これらタンパク質スポットのところを拡大して観察できる条件として､ pHレンジ5-7で1次元
目の泳動を行ったところ､図4に示すとおり､タンパク質スポットはIgG城の下に4､ 5個のスポッ
ト群として観察できた｡図4は､全例フイブリノ-ゲンの高活性の個体について､検討し､活性や
位置に若干の差異は認められるが､いずれもフイブリノ-ゲンのスポット群が観察された｡
4. SDSIM2D-PAGEによるフイブリノーゲン像の観察
ネコ血渠フイブリノ-ゲンのポリペプチドを観察する目的で､ 1次元目にpH5-7の等電点電気
泳動を行ったゲルを室温で5%､ 2メルカプトエタノールに20分間浸漬し､タンパク質のペプチド
結合を切りポリペプチドとし､ 0.1%SDSを含んだM2D-PAGEで泳動し､フイブリノ-ゲンを観
察したところ､図5に示すとおり､フイブリノ-ゲンのポリペプチドのpHはアルブミンとIgGの
間で､ややIgGに近かった｡分子量はIgGのH鎖よりもやや低分子のところに検出された｡
図の上左から1-3例､下左から1-2例は､いずれもフイブリノ-ゲン高活性の個体であるが､
下の左から1例日は他の4例のFbgで示したフイブリノ-ゲンを見出すことが出来なかった｡この
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図4. pHレンジ5-7でのM2D-PAGE
フイブリノーゲン高活性を示した8例について､ 1次元目pH5-7､ 2次元目ゲル濃度6-13%
で電気泳動を実施､フイブリノーゲンが鮮明に分離している｡
図5.ネコ血祭フイブリノーゲンのSDS-PAGEパターン
1次元目pH5-7で電気泳動し､ゲルを5%2-MEに室温で20分間浸漬したのち､ 0.1%SDSを
含む2次元目ゲル濃度6-13%で電気泳動を実施したポリペプチドを検出した｡
下段の1番左は図3でフイブリノーゲン活性のやや低い個体で､この条件ではフイブリノーゲ
ンのポリペプチドは検出できなかった｡
電気泳動で見るネコ血祭フイブリノ-ゲン像 23
個体は､図3で示した等電点の結果でもフイブリノ-ゲンの活性はやや低い個体であった｡
本研究では､ネコ血柴の急性期タンパクとして各種の感染症や腫癌性疾患あるいは手術時など多く
の病態で濃度上昇を示すフイブリノ-ゲンを簡便に検出する方法として､ M2D-PAGEやIEFなど
の電気泳動法が有用であることを明らかにし､さらに､ネコ血渠フイブリノ-ゲンのポリペプチドの
観察で､フイブリノ-ゲン分子の一部ではあるが､血渠中での性状を明らかにできた｡
本研究は､平成15年度　専修大学研究助成により､研究を実施したものである｡
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